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(57) Abrtract 



The invention concerns an amino-acid unit for use in peptide synthesis in which a hydrogen atom of the amino group en- 
tering into a peptide bond is protected by a temporary amino protection group which can be cleaved under non-acid conditions. 
It is characterized in that the second hydrogen atom of this amino group is protected by a further protection group which can be 
introduced by a Mannich reaction. The invention also relates to a method of preparing the said amino-add unit and to its use in 
peptide synthesis. 



(57) ZssamxnenfassuDg 

Die Erfmdung bctrifft einen Aminosflurebausiein fur die Peptidsynthese, bei dem ein Wassersiofr-Atom der eine Peptid- 
bindung einzugebenden Aminogruppe durch cine tempor^re Aminoschutzgruppe geschOtzt ist, die unter nicht-sauren Bedingun- 
gen abgespalten warden kann, dadurch gekennzeichnet, dafi das zweite Wassersioff-Aiom diesei Arainogruppe durch eine weiiere 
SchutzgTuppe geschfitzt isi, die durch eine Mannich-Reaktion einfiihibar ist; die Erfindung bctrifft rudcm ein Verfahrcn zur Iler- 
tellung des obengenannten Aminos aurcbaustcins und die Verwendung davon bei der Peptidsynthese. 
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Geschiitzter Amino saurebauste in » Hersteliung und Verwendune 



In der moleRuiarbioiogaschen una medizinischen Forscftung sind 
chemisch synthetisierte Peptide (Oiigo- und Polypeptide) zu 
einem wichtigen Hiirsmittel geworden. Sie werden emgeserzt zur 
Herstellung spezifischer Antikorper fiir Immunaff initatscnromato- 
graphie, Identif izierung unbekannter Genprodutcte und Entwicklung 
von Vaccinen gegen Krankheitserreger » ais Peptidhormone und de- 
ren Ahaloga mit agonist ischer oder antagonistischer Wirkung, als 
Modeilverbindungen in Proteinstrukturuntersuchungen u.v.a. 

Diese Peptide sind iiber Amidbindungen I Peptidbindungen ) ver- 
kn^pfte Oligo- bzw. Polymere in bis etwa 150 1 von Aainosauren. 
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Amioosaure 



Peptid 



Im folgenden werden unter Peptiden auch solctie versranden, die 
auSer den 20 naturlichen L-a-Aminosauren auch Nicht-a-, D- bzw. 
chemisch modif izierte Aminosauren ( beliebiges R) enthalten. Die 
chemische Synthese der Peptide erfolgt stufenwexse durch 
Verkniipfung (KopplungI geeignet geschiitzter Aminosaure- , Di- 
oder Oligopeptidbausteine . Verschiedene Syntheseverf ahren, die 
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sich in der Art der Schutzgruppen und der Ch nie d r Bindungs- 
kniipfung unterscheiden, ?eh<5ren zum Stand der Technik. Einen 
Oberblick geben: 

- R. b: Merrifieid, J- Am. Chem. Soc, 85, 2149 ( 1963 ) 

- E. Wiinsch et al. in Houben-Weyl : Methoden der organischen 
Chemie, 4» Auflage, Band 15 (E. Muller» Herausgeber) Thieme , 
Stuttgart, 1974; 

- G. Barany, R. B. Merrifield, The Peptides. Vol. 2 (E. Gross, 
J. Meienhofer, Eds) Academic Press, Mew York, 1979, p. 1 

im Verlauf vieler Synthesen kann es zu probiematischen Abschnit- 
ten kommen, von denen an die I£o pp lung sausbeute rapide smkt. Bei 
einzelnen Peptiden kann dies bereits nach sehr wenigen Kopplun- 
gen eintreteii (scfawierige Sequenzen). Verantwortlich fiir dieses 
Phanomen ist in erster Linie die Faltung der Peptidkette zu 0- 
Paltblattstrukturen durch intra- und intermolekulare Wasser- 
stof fbriicken. Die N-terminalen Aminof unktionen sind dann fiir 
eine chemische Reaktion nicht mehr vollstandig zuganglich. An 
der Faltung der Peptide sind die Amidprotonen der Peptidbindung 
maegebli'ch beteiiigt. IR. C. de L. Hilton, S. C. F. Milton, P. 
A. Adams, J. Am, Chem. Soc. 112, 6039 (1990 1. 

Bisher sind schon sine Reihe von Versuchen unternommen woraen. 
die Ausbildung der l3-Faitblatt5Crukturon zu vermeiden. Neben der 
Variation von Temperatur, Ldsungsmittel und geringere 
Tragerbeladungen wurden auch verschiedene Zusatze wie Saize oder 
Harnstoff wahrend der Synthese getestet (z. B. F. C. West all, A. 
B» Robinson, J. Org. Chem., 35, 2842 (1970) und R. C. de L. Mil- 
ton et al. 1990, s.o. 1 . 

Das wirkungsvoliste aber auch schwierigste Konzept zur Vermei- 
dung der Waaserstof f brucken setzt auf die chemische Modifizie- 
rung der Aminosaure mit einer zusatzlichen Schutzgrupe fiir das 
zweite insbesondere aN-Proton (H. Eckert, C. Seidel, Angew. 
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Chem. , 98, 168 (1986)). Eine wichtige Voraussetzung fiir die Syn- 
theseeignung ist die Ortogonalitat der neuen Schutzgruppe zu den 
bereits vervendeten. AuBerdem sollte sie keinen negativen Ein- 
fluB (aterisch oder eiektronisch ) auf die Amlnof unktion haben^ 
Diese Schutzgruppe bleibt dann wahrend der Synthase erhalten und 
wird erst nach dera Aufbau des voilstandigen Peptids abgespaiten. 

GemaB einer Ausf iihrungsf orm wird die der Erfiodung zugrundelie- 
gende Aufgabe durch einen Aminosaurebauatein fiir die Peptidsyn- 
these gelost, bei dem ein Wasserstof f -Atom der eine Peptidbin- 
dung einzugehenden Aminogruppe durch eine temporare Aminoschutz- 
gruppe geschiitzt ist, die unter nicht-sauren Bedingungen abge- 
spaiten werden kann, wobei dieser Baustein dadurch gekennzeich- 
net ist, 

(a) daB das zweite Wasserstof f -Atom dieser Aminogruppe durch 
eine weitere Schutzgruppe geschiitzt ist, die durch eine Mannich- 
Reaktion einfiihrbar ist, und 

(b) , sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen 
Dipeptidbaustein handelt, auch das Wasserstof f-Atom der Peptid- 
bindung durch eine derartige weitere Schutzgruppe geschiitzt sein 
kann, oder 

(c) , sofern es sich bei dera Aminosaurebaustein um einen 
Oligopeptidbaustein handelt, auch ein bis alls Wasserstof f-Atome 
der Peptidbindungen durch eine derartige weitere Schutzgruppe 
geschiitzt sein konnen. 

Bei dem erf indungsgema&en Aminosaurebaustein kann es sich um 
einen Baustein fiir eine einzelne Aminosaure, um einen Dipeptid- 
baustein Oder ura einen Oligopeptidbaustein handein. 

Bei der eine Peptidbindung einzugehenden Aminogruppe kann es 
sich um eine a- oder 0-standige Aminogruppe handeln. 
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Bei der temporaren Aminoschutzgruppe kann s sich um eine 
Urethangruppe handeln, beispielsweise Fluorenyim tfa xycarbonyl 
( Fm c ) . 

Die Carboxylgruppe des Aminosaurebausteins kann frei. ebenfails 
geschutzt Oder aktiviert (Aktivester) vorliegen. 

Der erfindungsgemaBe Aminosaurebaustein kann durch eine weitere 
Schutzgruppe (R* ' * -X-CH2 - 1 gekennzeichnet sein, die unter 
Verwendung von Formaldehyd und einer H-aziden Verbindung iR'*'- 
X-H; R' * ' : Rest der Mannich-Reakxionskomponeate I , bei der das 
azide H-Atom mit einem Heteroatom IX) mit freiem Eiektronenpaar 
verknupft isr, beispielsweise sines Aikohols (R''*-OH>, eines 
Thioalkohols (R"*-SH) oder eines sekundaren Amins lR'''-NRi^H; 
Ri' : weiterer Rest der Mannich-Reaktionskomponente, kein Wasser- 
stoffl, mit Hilfe der Mannich-Reaktion einfiihrbar ist. 

GemaB einer weiteren Ausfiihrungsf orm betrifft die Erf indung ein 
Verfahren zur Herstellung eines Aminosaurebausteins fiir die Pep- 
tidsynthese, das dadurch gekennzeichnet ist, daS man von einem 
iiblichsn Aiainosaurebaustein ausgeht, bei dem ein Wasserstoff- 
Atom der eine Peptidbindung einzugehenden Aminogruppe durch eine 
temporare Aminoschutzgruppe geschurzt ist. die un-cer nicht-sau- 
ren 3edingungen abgespalten warden kann, und das andere Wasser- 
stoff-Atom frei ist, und diesen iiblichen Aminosaurebaustein 
einer Hannich-Reaktion unter Verwendung einer H-aziden Verbin- 
dung IR**'-X-H>, bei der das azide H-Atom mit einem Heteroatom 
(X) mit freiem Elekxronenpaar verknupft ist, beispielsweise un- 
ter Verwendung eines Aikohols, eines Thioalkohols oder eines se- 
kundaren Amins , unterwirf t . 

Die erf indungsgemaSen Aminosaurebausteine lassen sich zur 
Peptidsyntheset insbesondere zur Peptidsynthese nach Merrifield 
und beispielsweise nach der Fmoc-tBu-Methode verwenden. 



wo 92/22566 PCT/EP92/01280 

- 5 - 

Fiir das erf indungsgemaBe Syntheaekonzept wurdcn also Schutzgrup- 
pen auf der Basis aminomethylierter Verbindungen der allgemeinen 
Forme! R*'*-X-CH2- entwickelt. Darin bedeutet X ein Heter atom 
mit freiem Elektronenpaar und R**' einen beliebigen Rest der 
Mannich-Beaktionskompcnente . Diese Schutzgruppen kbnnen sauer 
abgespalten werden, 

Zur Heratellung des erf indungsgemaden Aminosaurebausteins kann 
man von einem iiblichen Aminosaurebaustein der folgenden allge- 
meinen Formel ausgehen: 



R-CO-NH-CHR' -COOR' ' 
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Die entstehende Aminosaure entsprichi dann ^ R-C-N-CHR'-COR" 

II i 
0 CH2 
I 

X 
I 

p... 

mil R-CO: a-Aminoschutzgruppe nach Stand der Technik. die untcr nicht sauren 
Bedingungen abgespalten warden kann; R'l Sdtenkettrder AS; R": OH, Aktivester oder 
Schut^ruppe; R'": Rest der neuen Sdiutzgruppe; X: 0, S. NB^ (R** ^ ffi etc. 

Die Einftthning der Schutzgruppe durch eine Mannich-Reaktion (z. B. M. Tramontini, L. 
Angiolim. Tetrahedron. 46, 1791 (1990) (Review)) erfblgt nach dem folgenden Schema: 

R-C-N-CHR'-COfi*" 
II I 

R-C-N-CHR'-COR" -J^l5^ 0 



R-XH . CHjO - " n T " " " - .rt,0 X 



R- 



Prinzipiell lIBt sich eine solche Manmch-ReakHon auch mit einem voUgeschuizcn Di- odcr 
Oligopepiid durchfuhren. Dabei wird die neue Schuizgruppe sowohl am N-Terminus. als 
audi ar, den m.tcelscandigen Pepiidbindungen eingefuhru Da.nii lidle sich ein in den fur die 
Peptidsynthese verwendecEn Lasungsmiitel unlosliches Oligopepiidfiragmeni in cine losUche 
Form uberfuhten. Die Abspaltung erfoig als Mckreaktion. 

Im Folgenden wird die An>.'enduDg dieses Konzepts in der Fmoc-Straicgie aufgezeigt (G. B. 
Fields. R. L. Noble. Int. J. Peptide Protein Res., 35, 161 (1990)). 

\h-CH2-0-C-N-CHR'-C00H 




/ 0 CHi 

X 

t 

Geschutzie Fmoc-Aminosaurc 
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Beispide fur die Variadonsvieifalt der Schutzgruppen sind 
Fmoc-(Ptm)Gly-OH Ptm: Phenylthiomethyl- 

Fmoc-(Ptm)Ala-OH 
Frnoc-(Ptnj)Val-OH 

Fmoc-(Etni)Ala-OH Etm: Ethylthiomeihyl- 

Fmc>c-(Etm)Val-OH 

Fmoc-(Mom)Gly-OH Mom: Methyloxymethyl- • 
Fmoc-(Mora)Ala-OH 

Fmoc-(Bom)Val-OH Bom: Benzyloxymethyl- 

die als faiblose, rahe Ole erhalten werden. Zur vereinfachlen linearen Schreibweise wird die 
zusatzliche oN-Schutzgnippe in runden Klammem vor das Symbol fiir die Aminosaure 
geseizt. 

Bei der Einfiihrung der neuen Schutzgruppe fallt die neue Aminosaure ais 
rotationsgehindenes Koniormerengemisch der CO-N-Bindung an (Signalverdopplung ira 
NMR-Speictrum), was aber fur die Peptidsynthese nicht von Belang ist. 

Die Einserzbarkeic dieser Aminosaurederivate fur die Peptidsynthese konnre durch die 
Darstellung eines vollstandig geschutzten Tripeptid gezeigt werden. Die Synthese des Fmoc- 
(Mom)Gly-fMom)Gly-Vai-OBz erfoigie in Losung. 

Fur die Untersuchungen der Kopplungsausbeuten im VerJauf der Synthese einer schwierigen 
Modelsequenz (Ala)j3 wurde die Festphasen synthese herangezogen. Fiir die zweiie a-N- 
Schutzgruppe wurde die Phenylthiomeihyl-Gruppe (Ptm) gewahlL Wahrend der Synthese mil 
konventionellem Fmoc-Aia-OH beobachtet man schnell einen allmahlichen Ausbeuieabfall. 
Bei Verwendung der neuen, geschurzten Aminosaure Fmoc-(Ptm)AIa-OH findet man unter 
gleichen Realdonsbedingungen keine Ausbeuteverluste. 
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O Fnnoc-(Ptm)Ala-OH 
0 Fmoc-Alo-OH 



2 5 4 5 6 7 8 9 10 l'l 12 



Kopplungen 



Vfethoden 

Aligemeine Darstellung der Aminosauren 

1 mmol konveationell gcschOtzte Aminosaure (gegebenfells als Allcalisalz mit kai. Mengen 
Citronensaure) werden mit ca. 3-6 fechem UberschuB Parafonnaldehyd und ca. 10 &chem 
tjberschuB H-acider Verbindung in einem gasdichten und druckstabilen ReakdonsgeaU 
eingeschlossen und 2 d bei 90-100 'C geriihrt. Die Reinigung erfolgt durch 
Flussigkeitschromatographie uber C-18 Kieselgelmaterial in saorefreiem 
Acetonitril/Wassergiadienten. 
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Darstellung von Fmoc-OVIom)Gly-(Moin)Gly-Val-OB2 
Fm(>c-(Mom)GIy-OLi 

Fmoc-Gly-OH wird vorteilhaft als Liihiumsalz fur die o. a. Vorschiift eingeseizt. Fmoc- 
(Mom)Gly-OLi wird nahezu quaniitativ erhalien. 

MS; C19H19MQ5 (2^1) EI: m/e {%) = 341 (l, M^), 30 (2, M"^-CH30H), 266 (< 1, 309- 
CO.+H"'), 178 (100, Fluorenyl) 

Fmoc-(Mom)Gly-Va]-OBz 

48,6 fimol Fmoc-(Mom)Gly-OLi und 50 fimol HOBt werden in 200 ^1 DMF geiost und mil 
48,6 ^moi DIPC 15 min vorakiiviea. 121 /tmol H-Val-OBz-HCl und 100 ^mol DMAP 
werden in 200 /il DMF gelosi und beide Liisuiigen Vereinigt. Nach 1 h wird mit eiwas 
Wasser versetzt und die Losung im Vakuum eingedampft. Trennung durch Fliissigkeiis- 
chromatographie mit Aceconitiil/Wasser uber C48 Kieselgd ergibt ca. 50 % Dipeptid. 
MS: C3^H34N;0^ f??0) FAB+: m/e {%) = 553 (1, M"+Na), 531 (L M"^), 499 (12. M- 
CHjO"). 277 (10. 499-Fmoc), 179 fFluorenyl) 

H.(Mo[n)Gly-Val-OBz 

Das Fmoc geschOtzte Dipeptid wird mil ca. 300 ud 20% Piperidin/DMF 20 min behandeit 
und nach Abziehen des Losungsmiaeis im Vakuum w. 0. chromaiographisch setrennt 
(quanritariv). 

M?; Ct6H24N,0^ (308) FAB-: m/e = 277 (9, M-CHjO"), 265 (100, 277-^.) 
Fmoc-(Mom)Gly-(Mom)Gly-VaI-OBz 

70 /imol Fmoc-(Mom)GIy-OLi werden mit 2 eq. HOBt und LI eq, DIPC in 200 DMF 

15 min voraktivien und mit 23 ^mol Dipeptid/200 fd DMF versetzt, Nach einer Stunde wird 

mil etwas Wasser versetzt und fiir die AnaJytik durch HPLC getrennt. 

MS: C.ctLiN.O^ f63n FAB^: m/e = 556 (88. M"-r2H-Phenyl), 334 (100. 556- 

Fluorenyl) 

Darstellung der Ptm-AS Fmoc-(Ptm)Ala-OH 

109,7 mg (0,33 mmol) Fmoc-Ala-OH-HnO, 50 mg (1.56 mmol) Paraforraaidehyd und 400 
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^ Thiqihenol werden wie ofaen umgesetzt. Chromatographie ergibt 40% Produkt als 
faibloses, zahes 01. 

MSl£25a23HQ4Si«21FA3-h: m/e = 456 (1, M"4-Na), 434 (2, M+H^). 324 (13, M"- 
Thiophenyl), 179 (100, Fluorenyl) 

Die Synthese des (Ala.)|3 erfolgre auf Cellulose-Disks mit sauielabilem Benzyllinker (R. 
Frank, R. Doring, Tetrahedron, 44. 6031 (1988)), die berdts mit Fmoc-Ala-OH beladen 
waren. Die Koppiung der Qbrigen AS erfolgte in 20 mM Aminosaurelosung mil ca. 4- 
fachem UberschuiJ zur Filterbeladung in DMF. 

Je 1 eq. der entsprechenden Aminosaure wurde mit 1,5 eq, HOBt und 1,2 eq. DffC 15 min 
voraktivieit und auf die mit 10 ^1 Biomphenolbiaulsg. (1 mg/1 ml DMF) angefarbten Filter 
g^eben. Nach einer Stunde Schwenken der Filter in der Reaktionslsg, wurden die nbch 
gefirbten Filter mit je DMF, CS^dn, DMF je dreimal gewaschen und emeut eine Stunde 
mit Aminosaurelsg. behandalt. Noch gefarbte Filter wurden nach emeutem Waschen mit 30 
fd Ao,0/DIPEA (1:1) in 100 ^ DMF acetyliert. AnschlieBend wurden mit je 300 /d 20% 
Piperidin/DMF die Fmoc-Schutzgruppen gespalten. Zur Bestimmung der Koppiungs- 
ausbeuten wurde das Dibenzofluven-Piperidin in CH^CU UV-Vermessen (e^Q^ = 8550). 

Die abschlieBende Abspaitung des Pepuds erfolgte mit 95% TFA. 3% Cystein, 2% HnO. 
Das lyophilisierte Produkt wurde dann durch HPLC getiennt und durch FAB-MS 
nachgewiesen. 
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Abkurzungyeneichnis 

AC2O Essigsaurcanhydrid 
Bom Benzyloxymethyl 
DIPEA Diisopropylethyiamin 
DMA? Dimethylaminopyridin 
DMF Dimethylformamid 
DIPC Diisopropylcarbodiiraid 
EI HektronenstoB-Iomsauon 
Elm Ethylthiomeihyl 

FAB-r Fast Atom Bombardment, positive lonen 

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

HOBt Hydfoxybenzotriazol 

HPLC High Penormance Liquid Chromatography 

MS Massenspektroskopie 

Mom Methyloxymethyl 

NMR Nuaciear Magnetic Resonance 

Ptra - Phenyithiomethyi 

TFA Trifluoressigsaure 

UV Ultravioleti-Spektroskopie 
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Fmoc-(Mom)Gly-OH 



^W-NMR GOO MHz. CDCL^ 

S (ppm) Anfepaltung J (Hz) Integral Position 

776 'd' -7 2H1 9-H,12-H 

759 'd' -6 2H J IS-H, 18-H 

740 't' -7 2H 1 10-H,11-H 

7^1 -f -6 2H f 16-H, 17-H 



'd' 


-7 


2H 


'd' 


-6 


2H 


't' 


-7 


2H 


*t' 


-6 


2H 


S.2 




2H 


d-2 


6,oy7,o 


2H 


dt 


-6.5/6.5 


IH 


s-2 




2H 


s.2 




3H 



4,82/4.59 s.2 2H 3-H 

4.55/4^9 d-2 6,0/7,0 2H 6-H 

4,25 dt -6.5/6.5 IH 7.H 

4,04/3,98 s-2 2H 2-H 

3,23/3,01 s.2 3H 4-H 



"C-NMR (15 MHz. CPaA 



S (ppm) 


Aufspaltimg 


PosiTion 


171.21/171,10 


s.2 


C'l 


156,09/155,71 


s.2 


C-5 


143,70 


s 


C-8, C-IS 


141.23/141,11 


s.2 


C-14, C-19 


127,70 






127.10 


2 1 


C-9 - C-12 


125,06/124.75 




C-15 • C-18 


119,90 






79,44/78,91 


t.2 


C-3 


67,9(V67,30 


t-2 


C-2 


55,75/55.15 


q.2 


C-7 


47,07 


q 


C-4 


46.79/46,56 


t.2 


C-6 



s - Singulett. d = Dublett, t = Tripiett, q = Quaitctt, dt = Dublett von Tripletts, ' ' = 
mil Feinaufispaltung 
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Patent anspriiche 

1. Aminosaurebaustein fiir die Peptidsynthese , bei dem ein Was- 
serstof f-Atom der eine Peptidbindung einzuaehenden Amino- 
gruppe durch eine temporare Aminoschutzgruppe geschiitzx ist, 
die unter nicht-sauren Bedingungen abgespalten werden kann, 
dadurch gekennze i chnet ^ 

(a) daS das zweite Wasserstof f-Atom diese'r Aminogruppe durch 
eine weiters Schutzgrupe geschiitzt ist, die durch eine Man- 
nich-Reaktion einfiihrbar ist, und 

(b) , sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen Di- 
peptidbaustein handeit, auch das Wasserstof f atom der Peptid- 
bindung durch eine derartige weitere Schutzgruppe geschiitzt 
sein kann, oder 

Ic), sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen Oli- 
gopept idbaustein handeit, auch ein bis alle Wasserstof fatome 
der Peptidbindungen durch eine derartige weitere Schutzgruppe 
geschiitzt sein konnen. 

2. Aminosaurebaustein nach Anspruch 1» dadurch gekennzeichnet » 
da3 es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen Baustein fUr 
eine einzelne Aminosaurei um einen Dipeptidbaustein oder um 
einen Oligopeptidbaustein handeit. 

3. Aminosaurebaustein nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es sich bei der eine Peptidbindung einzugehen- 
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den Ammogruppe urn erne aipna- oaer beta-srandige Ammogruppe 
nandelt. 

4. Aminosaureoausxem nach einem aer vorfterfiehenaen Anspriiche. 
dacmrcti gekennzeichnet , datJ es sicn bei der remporaren Ami- 
noscfiutzgruppe \m eine Urethangruppe handelt, beispieisweise 
FiuorenyimethoxTcarbonyi (Bmoc) . 

5. Amlnosauredaustem nacn einem der vornergenenden Ansprucfte, 
dadurch gekermzexchnet . daU die Carboxyigruppe des 
Aminosaurebausteins frei. ebenraiis gescniitzt Oder aKtiviert 
( Alctivester ) vorliegt. 

6. .Aminosaurebaustem nach emem der vornergenenden Anspruche . 
gekennzeichnet durch eine weitere Schutzgruppe ( R" * -.\-CH2 - i . 
die unter Verwendung von Formaidehyd und einer H-aziden Ver- 
bindung (R' ' ' -X-H : R* * ' : Rest der Hannich-Reaictionskompo- 
nenteK bei der das azide H-Atom mit einem Heteroatom (X) mit 
freiem Elektronenpaar verfenupft ist, beispieisweise eines Ai- 
kohols (R'"-OH), eines Thioalkohois IR'"*SH) oder eines se- 
kundaren Amins (R'^'-NR^^H: R^^ : weiterer Rest der Mannicft- 
Reaktionsfcomponente, kein Wasserstof f J , mit Hilie der Man- 
nich-Reaktion einfuhroar ist. 

7. Verfahren zur Hersteiiung eines Aininosaureoausteins tur die 
Peptidsynthese. dadurch gekennzeichnet. dab man von emem ub- 
lichen Aminosaurebaustem ausgehtt bei dem ein Wasserstof t- 
Atom der eine Peptidbindung emzugenenaen Ammogruppe durch 
eine temporare Aminoschutzgruppe geschtitzt ist. die unter 
nicht-sauren Bedingungen abgespaiten werden kann» und das an- 
dere Wasserstof f-Atom trei ist, und diesen ubiichen Aminosau- 
rebaustein einer Mannich-Reaktion unter Verwenaung emer H- 
aziden Verbindung lR'"-X-H), bei der das aziae H-Atom mit 
einem Hetaroatoia Cv) mit freiem Eieictronenpaar verioiiipft ist. 
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beispielaweise unter V rwendung eines Alkohols, eines Thioal- 
koh Is Oder eines aekundaren Amins, unterwirf t . 

8. V rwendung eines Amino aaurebauste ins gemaB einem der Anspru- 
che 1 bis 6 zur Peptidsynthese » 

9. Verwendung nach Anspruch 8 bei der PeptidsTnthese nach Mer- 
rifield- 

10. Vervendung nach Anspruch 9 bei der Peptidsynthese nach Mer- 
rifield gemaS der Fmoc-tBu-Methode . 
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